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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar kalsium (Ca), fosfat (PO4) 
dan pengaruh perendaman tulang paha ayam oleh NaOH terhadap kadar kalsium (Ca) 
dan fosfat (PO4). Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah dekolagenasi 
pada tulang paha ayam broiler (Gallus domesticus). Parameter yang diamati yaitu uji 
kimia meliputi kadar kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). Perlakuan dekolagenasi 
dilakukan dengan 3 variasi waktu yaitu 48, 72 dan 96 jam untuk masing-masing 
penentuan kadar kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
waktu perendaman tulang oleh NaOH tidak berpengaruh besar terhadap peningkatan 
kadar kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). 
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This research aims to determine the level of Calcium (Ca) and Phosphate 
(PO4), and the influence of broilers femur submersion in NaOH toward Calcium (Ca) 
and Phosphate (PO4) levels. The method used in this research is decollagenation of 
broilers (Gallus domesticus) femur. Then, the parameters observed are chemical tests 
of Calcium (Ca) and Phosphate (PO4) levels. Decollagenation treatment was carried 
out in three soaking-time variation such as 42 hours, 72 hours, and 96 hours to 
respectively determine the Calcium and Phosphate levels. The result shows that 
soaking-time of femur does not give significant effect to increased levels of Calcium 
(Ca) and Phosphate (PO4).  












A. Latar Belakang 
Indonesia merupakan salah satu negara dengan jumlah penduduk terbanyak. 
Banyaknya jumlah penduduk ini sangat mempengaruhi peningkatan kebutuhan akan 
makanan. Kebutuhan makanan sangat penting untuk kelangsungan hidup manusia, 
terutama makanan yang kaya akan gizi. Salah satu makanan yang mengandung gizi 
yang cukup yaitu daging, baik itu daging sapi, kambing ayam dan lain-lain. Namun 
saat ini, daging yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat yaitu daging ayam potong 
(broiler). Selain dagingnya yang enak, harganya pun relatif murah dan mudah 
dijumpai. Terlepas dari itu, daging yang dikonsumsi akan menyisakan tulang yang 
nantinya menjadi limbah. Hal ini tentunya menimbulkan masalah lingkungan akibat 
sisa tulang yang tidak memiliki nilai ekonomi. Tulang juga sulit terurai sehingga 
hanya dapat mencemari lingkungan. Untuk itu diperlukan alternatif agar limbah 
tulang dapat bermanfaat dan memiliki nilai ekonomi. 
Limbah tulang ayam berpeluang untuk dimanfaatkan sebagai tepung tulang 
yang kaya akan kalsium dan fosfor karena dalam tulang ayam terdapat sekitar 28,0-
56,3% zat anorganik termasuk di dalamnya kalsium dan fosfor.
1
 Selain zat anorganik 
juga terdapat zat organik salah satunya yaitu kolagen. Namun keberadaan kolagen 
kurang efektif dalam pembuatan tepung tulang sebab sulit dicerna oleh enzim yang 
terdapat dalam usus sehingga dibutuhkan suatu upaya untuk menghilangkan kolagen. 
                                                 
1Dyah Tri Retno, “Pembuatan Gelatin dari Tulang Ayam dengan Proses hidrolisa”, Prosiding 
Seminar Nasional Aplikasi Sains dan Teknologi (SNAST) Periode III (Yogyakarta: Universitas 




Cara yang dapat ditempuh dalam penghilangan kolagen yaitu dengan proses 
deprotenasi atau dekolagenasi. 
Proses dekolagenasi dapat dilakukan dengan metode hidrolisis menggunakan 
asam atau basa. Menurut Yunita Ermawati, “basa yang banyak digunakan yaitu 
natrium hidroksida (NaOH) sebab selain lebih efektif, bahan ini juga relatif murah 
dan mudah didapatkan”.2 Berdasarkan penelitian tersebut maka dalam penelitian ini 
digunakan natrium hidroksida (NaOH). 
 Berdasarkan penelitian Intan Mayasaroh dkk (2012), dalam penelitiannya 
menggunakan larutan KOH untuk merendam tulang ayam dengan konsentrasi 2% dan 
4% serta waktu perendaman yaitu 24 jam dan 48 jam. Kadar kalsium dan fosfor 
terbanyak diperoleh pada waktu perendaman 48 jam dan konsentrasi 4% dimana 
kadar kalsium sebesar 24,73% dan kadar fosfor sebesar 9,81%. 
 Berdasarkan penelitian Wiwin Winarsih dkk (2012), dalam penelitiannya 
menggunakan larutan NaOH untuk merendam tulang ayam dengan konsentrasi 2% 
dan 4% serta waktu perendaman yaitu 24 jam dan 48 jam. Kadar kalsium dan fosfor 
terbanyak diperoleh pada waktu perendaman 48 jam dan konsentrasi 4% dimana 
kadar kalsium sebesar 25,59% dan kadar fosfor sebesar 12,57%. 
Sehubungan dengan hal di atas, ternyata tulang ayam dapat dimanfaatkan dan 
memiliki banyak fungsi dimana Allah swt. berfirman dalam surah al-Nahl/16/5 yang 
berbunyi: 
                     
 
                                                 
2Yunita Ermawati dkk, “Pemanfaatan Kitosan dari Limbah Rajungan (Portunus pelagicus) 






“Dan dia telah menciptakan binatang ternak untuk kamu; padanya ada (bulu) 
yang menghangatakan dan berbagai manfaat, dan sebahagiannya kamu 
makan”.3 
 Ayat di atas menjelaskan mengenai manfaat yang dapat diperoleh pada 
binatang ternak dimana dalam tafsir Jalalain dijelaskan bahwa (Dan binatang ternak) 
yakni unta, sapi dan kambing. Lafal al-an`aam dibaca nashab karena dinashabkan 
oleh fi`il yang diperkirakan keberadaannya lalu fi`il tersebut ditafsirkan atau 
dijelaskan oleh lafal berikut ini, yaitu: (Dia telah menciptakan-Nya untuk kalian) 
sebagian dari manusia (padanya ada kehangatan) yaitu bulu dan kulitnya dapat dibuat 
pakaian dan selimut untuk penghangat tubuh kalian (dan berbagai manfaat) yaitu dari 
anak-anaknya, air susunya dan dapat dijadikan sebagai kendaraan (dan sebagiannya 
kalian makan) zharaf didahulukan karena untuk tujuan fashilah.
4
 
Selain tafsir di atas, terdapat juga tafsir lain yang menyatakan bahwa kalimat 
al-an’am khalaqaha lakum/ dan binatang ternak telah Dia ciptakan untuk kamu 
dapat dipahami bahwa Allah swt. telah menciptakan binatang ternak, Dia telah 
menciptakan-Nya memiliki keistimewaan antara lain memiliki bulu yang dapat 
menghangatkan kamu. Dengan demikian penggalan ayat ini merupakan uraian 
menyangkut sebagian nikmat Allah kepada manusia, yakni nikmat-Nya melalui 
binatang ternak yang diciptakan-Nya. Yang dimaksud dengan al-an’am adalah unta, 
sapi, domba dan kambing. Kata dif’un adalah nama bagi sesuatu yang 
                                                 
3
Departemen Agama RI, Al-Hikmah Al-Quran Dan Terjemahnya (Bandung: Penerbit 
Diponegoro, 2007). 
4
Jalaluddin Asy-Syuyuthi dan Jalaluddin Muhammad Ibn Ahmad Al-Mahalliy, Tafsir 








 Penafsiran ayat di atas menjelaskan bahwa selain bulu dan kulit dari binatang 
ternak untuk menghangatkan tubuh terdapat pula berbagai manfaat diantaranya yaitu 
tulang dari hewan ternak dapat dijadikan sebagai tepung yang bermanfaat sebagai 
sumber mineral diantaranya yaitu kalsium (Ca) dan fosfor (P). 
Dari hadis Riwayat Muslim no. 450 dijelaskan pula bahwa Rasulullah saw. 
bersabda:  
 ُللا ُمْسا َرُِكذ ٍمْظَع ُّلُك ْمُكَل  ُّلَُكو اًمَْلَ ُنْوُكَي اَم َر َف ْوَأ ْمُكْيِدَْيأ فِ ُعَق َي ِهْيَلَع
 ْمُكِباَوَدِل ٌفَلَع ٍةَرَع َب 
 
Artinya:  
“Makanan halal untuk kalian adalah semua tulang hewan yang disembelih 
dengan menyebut nama Allah. Ketika tulang itu kalian ambil, akan penuh 
dengan daging. Sementara kotoran binatang akan menjadi makanan bagi 
hewan kalian”.6 
Sehubungan dengan hadis di atas, jelas dikatakan bahwa tulang halal untuk 
dimakan. Maka dari itu, pemanfaatan tepung tulang dapat dijadikan produk-produk 
makanan yang kaya akan kalsium dan fosfor. 
Berdasarkan uraian di atas yang menjelaskan tentang manfaat dan senyawa 
yang terdapat dalam tulang ayam maka perlu dilakukan penelitian tentang 
dekolagenasi limbah tulang paha ayam broiler (Gallus domesticus) oleh natrium 
hidroksida (NaOH) untuk penentuan kadar kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). 
                                                 
5
M. Quraish Shihab, Tafsir Al-Mishbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al-Quran Vol. 7 
(Jakarta: Lentera Hati, 2002), h.188. 
6
Ikmal Ikmal Muallim, Shahih Muslim Jus II Cet. 1 (Beirut Libanon: Darul Kutub Al-Ilmiah, 




A. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah pada penelitian ini antara lain: 
1. Berapa kadar kalsium (Ca) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam 
broiler (Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer 
Serapan Atom (SSA)? 
2. Berapa kadar fosfat (PO4) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam 
broiler (Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer 
UV-Vis? 
3. Bagaimana pengaruh variasi waktu perendaman tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) oleh natrium hidroksida (NaOH) terhadap kadar kalsium 
(Ca) dan fosfat (PO4)? 
B. Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini antara lain: 
1. Menentukan kadar kalsium (Ca) yang terdapat dalam limbah tulang paha 
ayam broiler (Gallus domesticus) dengan menggunakan metode 
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA). 
2. Menentukan kadar fosfat (PO4) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam 
broiler (Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer 
UV-Vis. 
3. Mengetahui pengaruh variasi waktu perendaman tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) oleh natrium hidroksida (NaOH) terhadap kadar kalsium 






C. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini yaitu untuk memberikan informasi kepada 
pembaca mengenai: 
1. Kadar kalsium (Ca) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer Serapan 
Atom (SSA).  
2. Kadar fosfat (PO4) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer UV-Vis. 
3. Pengaruh variasi waktu perendaman tulang paha ayam broiler (Gallus 








A. Hewan Ternak dalam Perspektif Al-Quran 
Dahulu pada zaman Nabi Muhammad saw. hewan ternak tidak hanya untuk 
dimakan saja melainkan hewan ternak juga digunakan sebagai kendaraan atau 
angkutan di padang-padang yang luas.
1
 Sebagaimana dicantumkan dalam al-Quran 
surah al-An’am/6/142 yang berbunyi: 
                            
         
Terjemahnya:  
“Dan di antara hewan ternak itu ada yang dijadikan untuk pengangkutan dan 
ada yang untuk disembelih. Makanlah dari rezki yang telah diberikan Allah 
kepadamu, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah setan. 
Sesungguhnya setan itu musuh yang nyata bagimu”.2 
Berdasarkan ayat di atas, dapat dipahami bahwa Allah swt. menciptakan 
hewan ternak memiliki berbagai tujuan masing-masing sebagaimana yang dijelaskan 
dalam tafsir Jalalain bahwa (Dan) Dia menjadikan (di antara binatang ternak itu 
sebagai kendaraan angkutan) yaitu layak untuk mengangkut barang-barang, seperti 
unta yang sudah dewasa (dan sebagai binatang sembelihan) yang tak layak untuk 
dijadikan angkutan, seperti unta yang masih muda dan kambing. Ia dinamakan farsy/ 
hamparan karena ia mirip dengan hamparan tanah mengingat ia sangat dekat 
dengannya. (Makanlah dari rezeki yang telah diberikan Allah kepadamu dan 
                                                 
1
Hamka, Tafsir al-Azhar (Jakarta: Gema Insani, 2015), h. 285. 
2
Syamsul Rijal Hamid, Buku Pintar Ayat-Ayat Al-Qur’an Edisi Revisi (Jakarta: PT Bhuana 




janganlah kamu mengikuti langkah-langkah setan) jalan setan di dalam masalah 




 Hewan ternak yang diciptakan oleh Allah swt. untuk dijadikan sebagai 
angkutan diantaranya adalah unta, kuda, keledai dan lain sebagainya. Sehubungan 
dengan hal tersebut, Allah swt. berfirman dalam surah al-Nahl/16/8 yang berbunyi: 
                           
Terjemahnya:  
“Dan (dia telah menciptakan) kuda, bagal*) dan keledai, agar kamu 
menungganginya dan (menjadikannya) perhiasan. Dan Allah menciptakan apa 
yang kamu tidak mengetahuinya”.4 
 Berdasarkan ayat dan terjemahnya di atas, maka dalam tafsir Jalalain 
menyatakan bahwa (Dan) Dia telah menciptakan (kuda, bighal dan keledai agar 
kalian menungganginya dan menjadikannya sebagai perhiasan) lafal ziinatan menjadi 
maf`ul lah. Disebutkannya kedua `illat itu, yaitu untuk ditunggangi dan dianggap 
sebagai perhiasan hal ini sama sekali tidak bertentangan dengan manfaat lain yang 
ada padanya. Seperti halnya pada kuda, selain dapat ditunggangi dan dijadikan 
perhiasan dagingnya dapat dimakan, hal ini telah ditetapkan berdasarkan hadis kitab 
Sahih Bukhari dan Muslim. (Dan Allah menciptakan apa yang kalian tidak 
mengetahuinya) berupa hal-hal yang aneh dan menakjubkan.
5
 
Selain hewan ternak yang dijelaskan dalam surah al-Nahl/16/8 terdapat pula 
hewan ternak lain seperti hewan ternak unggas diantaranya ayam, itik atau bebek dan 
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lain sebagainya. Hewan unggas tersebut diternakkan untuk diambil daging dan 
telurnya. 
 Manusia diciptakan oleh Allah swt. dengan akal dan pikiran untuk menjadi 
khalifah dimuka bumi ini sebab diantara ciptaan-Nya yang lain, manusialah yang 
sangat sempurna yang diberi akal. Sepatutnya kita bersyukur atas nikmat tersebut dan 
menggunakan akal dan pikiran kita untuk sesuatu yang bersifat positif. Terdapat 
berbagai macam ciptaan Allah swt. baik di langit maupun di bumi untuk dipetik 
pengetahuan dan manfaatnya. Hal ini ditegaskan Allah swt. dalam al-Quran surah al-
Jaatsiyah/45/13 yang berbunyi: 
                               
     
Terjemahnya:  
“Dan Dia telah menundukkan untukmu apa yang di langit dan apa yang di 
bumi semuanya, (sebagai rahmat) daripada-Nya. Sesungguhnya pada yang 
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum 
yang berfikir”.6 
Ayat di atas menjelaskan mengenai penciptaan Allah swt. baik yang ada di 
langit dan di bumi sebagaimana dalam tafsir Jalalain dijelaskan bahwa (Dan Dia 
menundukkan untuk kalian apa yang ada di langit) berupa matahari bulan bintang-
bintang, air hujan dan lain-lainnya (dan apa yang ada di bumi) berupa binatang-
binatang, pohon-pohonan, tumbuh-tumbuhan, sungai-sungai dan lain-lainnya. 
Maksudnya, Dia menciptakan kesemuanya itu untuk dimanfaatkan oleh kalian 
(semuanya) lafal Jamii'an ini berkedudukan menjadi Taukid, atau mengukuhkan 
makna lafal sebelumnya (dari-Nya) lafal Minhu ini menjadi hal atau kata keterangan 
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keadaan, maksudnya semuanya itu ditundukkan oleh-Nya. (Sesungguhnya pada yang 
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda kekuasaan dan keesaan Allah bagi 
kaum yang berpikir) mengenainya, karena itu lalu mereka beriman.
7
 
Ayat-ayat di atas jelas menggambarkan betapa besar rahmat dan kasih sayang 
Allah swt. kepada manusia. Dialah yang telah menundukkan segalanya sehingga 
mudah untuk dimanfaatkan. Daratan, lautan dan udara, semua ada dalam kuasa-Nya 
dan semua tunduk patuh kepada titah-Nya. Maka, tidak ada yang patut dilakukan oleh 
manusia selain memanfaatkan semua karunia untuk mengabdi kepada-Nya dengan 
mengikuti jalan yang telah Dia tunjukkan. Manusia dituntut untuk mengkaji apa yang 
terdapat dalam kitab al-Quran dengan melakukan penelitian-penelitian seperti 
kandungan gizi yang terdapat dalam tulang ayam dan berbagai penelitian lain. 
B. Ayam Broiler 
1. Pengertian dan Klasifikasi 
Ayam broiler merupakan jenis hewan ternak kelompok unggas yang 
tersedia sebagai sumber makanan, terutama sebagai penyedia protein hewani.
8
 
Tabel 2.1. Klasifikasi ayam broiler 
Kingdom Animalia 




Genus  Gallus 
Spesies Gallus domesticus 
(Sumber: Charoen Pokphand, 2004) 
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Data dari Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan hewan, 
Kementrian Pertanian Republik Indonesia, menunjukkan perkiraan populasi 
ayam pedaging di Indonesia selama 5 tahun secara nasional berturut-turut 892 
juta ekor (2007), 902 juta ekor (2008), 1 milyar ekor (2009), 987 juta ekor (2010) 
dan 1 milyar ekor (2011). Meski demikian, jumlah tersebut masih belum bisa 
menutupi permintaan pasar daging asal unggas.
9
 
Berdasarkan data Kementrian Pertanian, Direktorat Jenderal Peternakan 
dan Kesehatan Hewan nilai impor sub-sektor peternakan pada tahun 2011 sekitar 
63% berasal dari hasil ternak dan sekitar 10% dari ternak.
10
 






2015 over 2014 
(%) 
2011 2012 2013 2014 2015*) 
1 Aceh 6.439 8.567 4.045 4.421 4.642 5,00 
2 Sumatera Utara 47.051 35.168 37.836 38.752 39.146 1,02 
3 Sumatera Barat 16.441 17.434 16.704 19.493 20.077 3,00 
4 Riau 34.910 37.021 42.557 40.732 41.937 2,96 
5 Jambi 13.360 30.677 15.861 13.793 16.583 20,22 
6 Sumatera Selatan 31 28.185 30.447 29.997 32.579 8,61 
7 Bengkulu 2.358 1.996 2.079 1.706 1.871 9,70 




13.368 13.033 14.194 16.714 18.386 10,00 
10 Kepulauan Riau 6.155 7.347 7.291 8.633 9.193 6,49 
11 D.K.I. Jakarta 108.642 117.913 129.206 102.794 102.794 0,00 
12 Jawa Barat 492.413 498.862 563.529 543.765 566.559 4,19 
13 Jawa Tengah 104.774 114.178 123.726 130.357 132.563 1,69 
14 D.I. Yogyakarta 31.295 5.640 32.581 37.367 52.064 39,33 
15 Jawa Timur 159.822 162.845 162.892 198.016 202.967 2,50 
16 Banten 114.568 111.159 109.029 96.554 98.973 2,51 
17 Bali 23.750 22.469 7.826 8.888 8.977 1,00 
18 Nusa Tenggara Barat 15.176 3.432 4.553 8.562 10.752 25,57 
19 Nusa Tenggara Timur 525 567 631 650 644 -0,98 
20 Kalimantan Barat 19.284 41.008 18.595 31.690 33.366 5,29 
21 Kalimantan Tengah 4.463 15.566 7.338 10.912 11.309 3,64 
22 Kalimantan Selatan 39.319 36.177 55.032 46.511 45.358 -2,48 
23 Kalimantan Timur 27.943 30.212 35.772 43.641 45.310 3,82 
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24 Kalimantan Utara    3.393 3.562 5,00 
25 Sulawesi Utara 5.164 5.216 5.468 5.489 5.725 4,30 
26 Sulawesi Tengah 5.952 8.035 8.070 8.177 9.404 15,00 
27 Sulawesi Selatan 11.594 11.073 11.368 50.829 53.370 5,00 
28 Sulawesi Tenggara 948 1.002 4.486 3.559 3.928 10,36 
29 Gorontalo 218 485 577 1.450 1.735 19,61 
30 Sulawesi Barat 786 795 1.678 1.683 1.684 0,02 
31 Maluku 125 112 8 10 15 47,54 
32 Maluku Utara 1.021 244 65 374 308 -17,62 
33 Papua Barat 588 313 525 1.025 1.102 7,54 
34 Papua 2.277 2.284 2.284 2.204 2.866 30,06 
Indonesia 1.337.911 1.400.470 1.497.873 1.544.379 1.627.106 5,36 
(Sumber: Direktorat Jenderal Peternakan, 2015) 
2. Limbah Tulang Ayam 
Limbah padat lebih dikenal sebagai sampah yang seringkali tidak 
dikehendaki kehadirannya karena tidak memiliki nilai ekonomis. Bila ditinjau 
secara kimiawi, limbah ini terdiri dari bahan kimia senyawa organik dan senyawa 
anorganik. Dengan konsentrasi dan kuantitas tertentu, kehadiran limbah dapat 
berdampak negatif terhadap lingkungan terutama bagi kesehatan manusia 
sehingga perlu dilakukan penanganan terhadap limbah.
11
 
Tulang ayam adalah limbah padat yang dalam kehidupan sehari-hari dapat 
diasumsikan sebagai sampah atau sisa makanan yang sampai saat ini 
pemanfaatannya masih minim. Secara kimia komposisi utamanya adalah garam-
garam terutama kalsium karbonat dan kalsium fosfat. Serbuk tulang ayam 
memiliki potensi sebagai adsorben. Pemanfaatan ini memberikan dampak positif 
terhadap penanggulangannya sebagai sampah mengingat konsumsi daging ayam 
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Gambar 2.1. Tulang Ayam Broiler 
(Sumber: http://succ.oomph.co.id/index.php/news/detail/7724/0) 
Tulang merupakan sumber utama fosfor dan kalsium, tetapi sampai saat 
ini pemanfaatannya masih sangat terbatas untuk campuran pupuk, makanan 
ternak, lem dan gelatin. Akibatnya banyak tulang yang terbuang begitu saja 
sebagai limbah yang dapat menyebabkan pencemaran lingkungan. Penyusun 
tulang terdiri dari senyawa organik dan senyawa anorganik.
13
 
Secara umum susunan kimia pada tulang-tulang kerangka binatang, 
seperti di bawah ini: 
Tabel 2.3. Komposisi tulang ayam kerangka binatang14 
Komponen Kandungan (%) 
Air 1,8 – 44,3 
Lemak 1,2 – 26,9 
Kolagen 15,8 – 32,8 
Zat anorganik 28,0 – 56,3 
Tulang dibentuk dalam dua proses yang terpisah, yaitu pembentukan 
matriks dan penempatan mineral ke dalam matriks tersebut. Tiga jenis komponen 
seluler terlibat di dalamnya dengan fungsi yang berbeda yaitu osteoblas dalam 
pembentukan tulang, osteosit dalam pemeliharaan tulang dan osteoklas dalam 
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penyerapan kembali tulang. Osteoblas membentuk kolagen tempat mineral 
melekat. Mineral utama di dalam tulang adalah kalsium dan fosfor, sedangkan 
mineral lain dalam jumlah kecil adalah natrium, magnesium dan fluor.
15
 
C. Kalsium (Ca) 
1. Definisi Kalsium (Ca) 
Kalsium adalah unsur kimia yang memiliki lambang Ca dan mempunyai 
nomor atom 20. Kalsium berupa logam dengan titik lebur 842
o
C dan titik didih 
1480
o
C. Kalsium berguna untuk kepentingan kelangsungan hidup karena kalsium 
merupakan unsur penting dalam organisme hidup terutama dalam kulit, tulang 
dan gigi. Kurang lebih 2% tubuh manusia tersusun dari kalsium.
16
 
Kalsium (Ca) merupakan elemen ke-5 terbanyak sekaligus kation 
terbanyak dalam tubuh manusia dan hewan. Sekitar 99% elemen tersebut berada 
dalam bentuk hydroxyapatit (3Ca(PO4)2Ca(OH)2). Kepadatan tulang dan deposisi 
Ca bervariasi menurut umur. Pada awal pertumbuhan sampai setengah masa 
hidup kandungan mineral tubuh mengalami peningkatan, akan tetapi seiring 
bertambahnya umur kandungan kalsium juga menurun.
17
 
Kalsium dibutuhkan untuk proses pembentukan dan perawatan jaringan 
rangka tubuh serta beberapa kegiatan penting dalam tubuh seperti membantu 
dalam pengaturan transport ion-ion lainnya ke dalam maupun ke luar membran, 
berperan  dalam penerimaan dan interpretasi pada impuls saraf, pembekuan darah 
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dan pemompaan darah, kontraksi otot, menjaga keseimbangan hormon dan 
katalisator pada reaksi biologis.
18
  
2. Fungsi Kalsium 
Kalsium mempunyai berbagai fungsi dalam tubuh, antara lain:
19
 
a. Pembentukan tulang dan gigi 
Kalsium dan mineral lain memberi kekuatan dan bentuk pada tulang dan gigi. 
Kalsium di dalam tulang mempunyai dua fungsi yaitu sebagai bagian integral dari 
struktur tulang dan sebagai tempat menyimpan kalsium. Mineral yang membentuk 
dentil dan email yang merupakan bagian tengah dan luar dari gigi adalah mineral 
yang sama dengan yang membentuk tulang yaitu kristal mineral yang terdiri dari 
kalsium fosfat atau kombinasi kalsium fosfat dan kalium hidroksida yang dinamakan 
hidroksiapatit. Akan tetapi, kristal dalam gigi lebih padat dan kadar airnya lebih 
rendah.  
b. Mengatur pembekuan darah 
Ion kalsium di dalam darah merangsang pembebasan fosfolipida 
tromboplastin dari platelet darah yang terluka bila terjadi luka. Tromboplastin ini 
mengkatalisis perubahan protrombin, bagian darah normal, menjadi thrombin. 
Thrombin kemudian membantu perubahan fibrinogen, bagian lain dari darah, menjadi 
fibrin yang merupakan gumpalan darah. 
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c. Katalisator reaksi-reaksi biologik 
Kalsium berfungsi sebagai katalisator berbagai reaksi biologik, seperti 
absorpsi vitamin B12, tindakan enzim pemecah lemak, lipase pankreas dan ekskresi 
insulin oleh pankreas, pembentukan dan pemecahan asetilkolin, yaitu bahan yang 
diperlukan dalam memindahkan (transmisi) suatu rangsangan dari suatu serabut saraf 
ke serabut saraf lain.  
d. Kontraksi otot 
Pada waktu otot berkontraksi kalsium berperan dalam interaksi protein di 
dalam otot yaitu aktin dan miosin. Bila darah kalsium kurang dari normal, otot tidak 
bisa mengendur sesudah kontraksi. Tubuh akan kaku dan dapat menimbulkan kejang. 
e. Meningkatkan fungsi transport membran sel 
Kemungkinan dengan bertindak sebagai stabilisator membran dan transmisi 
ion melalui membran organel sel.  
3. Sumber Kalsium 
Sumber kalsium terbagi dua yaitu sumber hewani dan nabati. Sumber 
kalsium utama adalah susu dan hasil olahan susu seperti keju. Ikan kering, tulang-
tulang ikan lunak, serealia, kacang-kacangan, tahu, tempe dan sayuran hijau 
merupakan sumber kalsium yang baik, tetapi bahan makanan ini mengandung 
banyak zat yang menghambat penyerapan kalsium seperti serat, fitat, oksalat dan 
kandungan protein yang tinggi.
 20
 
Sebagian besar bahan-bahan makanan yang berasal dari tanaman 
mengandung kadar kalsium yang rendah. Sumber kalsium yang baik umumnya 
berasal dari produk hewani seperti: tepung ikan, daging dan tulang, tepung tulang, 
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suplemen kalsium fosfat dan kapur dari kulit kerang. Namun pada dasarnya 
sumber kalsium yang baik pada manusia maupun hewan adalah makanan atau 
pakan yang telah mengalami pencernaan di dalam saluran pencernaan. 
Tabel 2.4. Kandungan kalsium (Ca) dan fosfor (P) pada beberapa bahan21 
Bahan Kalsium (%) Fosfor (%) 
Tepung tulang (diuap dan kering) 29,0 13,6 
Dikalsiumfosfat 26,5 20,5 
Fosfat bebas fluor 29,0 18,0 
Kapur (digiling) 33,8 - 
Tepung tulang (dibakar) 22,0 13,0 
Kalsiumfosfat 17,0 21,0 
Natriumfosfat - 22,4 
Diamoniumfosfat - 20,0 
Kulit kerang digiling 35,0 - 
4. Dampak Kekurangan dan Kelebihan Kalsium  
Dampak yang ditimbulkan akibat kekurangan dan kelebihan kalsium 
antara lain:  
a. Kekurangan Kalsium 
Kekurangan asupan kalsium dalam tubuh manusia menyebabkan abnormalitas 
metabolisme terutama pada usia dini, gangguan pertumbuhan seperti tulang kurang 
kuat, mudah bengkok, dan rapuh. Pada orang dewasa dengan usia di atas 50 tahun, 
akan kehilangan kalsium dari tulangnya sehingga menjadi rapuh dan mudah patah 
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b. Kelebihan Kalsium 
Konsumsi kalsium hendaknya tidak melebihi 2500 mg sehari. Kondisi 
kebalikan dari hipokalsemia adalah hiperkalsemia. Hiperkalsemia ini dapat 
menyebabkan hiperkalsiura yaitu kondisi dimana kadar kalsium di dalam urin 
melebihi 300 mg/hari. Kelebihan kalsium dapat menimbulkan batu ginjal atau 




D. Fosfor (P)  
1. Definisi Fosfor 
Fosfor adalah unsur kimia yang termasuk golongan nitrogen, banyak 
ditemui dalam batuan fosfat anorganik dan dalam semua sel hidup tetapi tidak 
pernah ditemui dalam bentuk unsur bebasnya.
24
 Fosfor yang terdapat bebas di 
alam, terutama di air, dominan berada di dalam bentuk senyawa PO4
3-
 




Fosfor merupakan mineral kedua terbanyak di dalam tubuh setelah 
kalsium, yaitu 1% dari berat badan. Kurang lebih 85% fosfor di dalam tubuh 
terdapat sebagai garam kalsium fosfat, yaitu bagian dari Kristal hidroksiapatit di 
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2. Fungsi Fosfor 
Fosfor dalam tubuh memiliki beberapa fungsi di antaranya:
27
 
a. Klasifikasi Tulang dan Gigi 
Klasifikasi tulang dan gigi diawali dengan pengendapan fosfor pada matriks 
tulang. Kekurangan fosfor menyebabkan peningkatan enzim fosfatase yang 
diperlukan untuk melepas fosfor dari jaringan tubuh ke dalam darah agar diperoleh 
perbandingan kalsium terhadap fosfor yang sesuai untuk pertumbuhan tulang. 
b. Mengatur Pengalihan Energi 
Melalui proses fosforilasi fosfor mengaktifkan berbagai enzim dan vitamin B 
dalam pengalihan energi pada metabolisme karbohidrat, lemak dan protein. 
c. Absorpsi dan Transportasi Zat Gizi 
Fosfor berperan sebagai alat angkut untuk membawa zat-zat gizi 
menyeberangi membran sel atau di dalam aliran darah dalam bentuk fosfat. Proses ini 
dinamakan fosforilasi dan terjadi pada absorpsi di dalam saluran cerna. 
d. Bagian dari Ikatan Tubuh Esensial 
Fosfat merupakan bagian esensial dari DNA dan RNA, bahan pembawa kode 
gen/ keturunan yang terdapat di dalam inti sel hidup. DNA dan RNA dibutuhkan 
untuk reproduksi sel. 
e. Pengatur Keseimbangan Asam dan Basa 
Fosfat memegang peranan penting sebagai buffer untuk mencegah perubahan 
tingkat keasaman cairan tubuh. Ini terjadi karena kemampuan fosfor mengikat 
tambahan ion hidrogen. 
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3. Sumber Fosfor 
Fosfor terdapat di dalam semua makanan karena fosfor ada di semua sel 
makhluk hidup. Fosfor dapat ditemukan pada makanan terutama makanan kaya 




4. Dampak Kekurangan dan Kelebihan Fosfor 




a. Kekurangan Fosfor 
Kekurangan fosfor biasa terjadi pada penderita yang kehilangan banyak cairan 
melalui urin. Kekurangan fosfor menyebabkan kerusakan tulang. Gejalanya adalah 
rasa lelah, lemah otot dan kurang nafsu makan. Bayi prematur juga dapat menderita 
kekurangan fosfor karena cepatnya pembentukan tulang sehingga kebutuhan fosfor 
tidak bisa dipenuhi oleh ASI. Selain itu, kekurangan fosfor dapat menyebabkan 
hipofosfatemia. 
b. Kelebihan Fosfor 
Kelebihan fosfor karena makanan jarang terjadi. Bila kadar fosfor darah 
terlalu tinggi, ion fosfat akan mengikat kalsium sehingga dapat menimbulkan kejang. 
Kelebihan fosfor dapat menyebabkan Hiperfosfatemia (kadar fosfat yang tinggi 
dalam darah) adalah suatu keadaan dimana konsentrasi fosfat dalam darah lebih dari 
4,5 mg/dL darah. 
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Kolagen merupakan protein fibriler/skleroprotein yang struktur molekulnya 
serabut. Protein ini tidak larut dalam pelarut-pelarut encer baik larutan garam, asam, 
basa ataupun alkohol.
30
 Hampir sepertiga protein dalam tubuh manusia dan hewan 
berada sebagai kolagen tulang, gigi, lapisan kulit dalam (dermis), tendon (urat 
daging) dan tulang rawan.
31
 Kolagen secara nutrisi bukanlah protein yang baik. 
Komposisi asam amino kolagen tidak ideal (terlalu banyak Prolin, Glysin, Alanin) 
selain itu kolagen pada kondisi alami sulit dicerna oleh tripsin dan kemotripsin. 
Kolagen menjadi lebih mudah dicerna dalam bentuk yang sudah terdenaturasi. 






Gambar 2.2. Struktur Prolin, Glysin dan Alanin 
(Sumber : Abdul Rohman dan Sumantri, 1979)  
Pemanasan serat kolagen dalam air sampai 60°-70° C dapat memperpendek sampai 
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(a) prolin  
 
(b) glysin  
 





 Sifat-sifat umum dan khusus kolagen adalah sebagai berikut:
33
 
1. Jika dididihkan di dalam air kolagen akan mengalami transformasi dari bentuk 
untaian tidak larut dan tidak tercerna menjadi gelatin, yaitu campuran polipeptida 
yang larut yang merupakan dasar pembentukan gelatin. Perubahan ini melibatkan 
hidrolisis beberapa ikatan kovalen pada kolagen, karena kolagen pada jaringan 
pengikat dan pembuluh yang menjadikan daging berbentuk liat.  
2. Kolagen mengandung kira-kira 35% glisin dan kira-kira 11% alanin, 
persentase asam amino ini agak luar biasa tinggi. Yang lebih menonjol adalah 
kandungan prolin dan 4-hidroksiprolin yang tinggi, yaitu asam amino yang 
jarang ditemukan pada protein selain pada kolagen dan elastin. Bersama-sama 
prolin dan hidroksiprolin mencapai kira-kira 21% dari residu asam amino pada 
kolagen.  
3. Komposisi asam amino kolagen tersebut mengandung empat jenis asam 
amino, tetapi rendah dalam hampir semua jenis asam amino lainnya yang 
merupakan dasar bagi kualitas gizi, gelatin relatif rendah sebagai sumber protein 
pangan. Protein pangan yang paling baik adalah mengandung 20 jenis asam 
amino, terutama golongan 10 yang disebut asam amino esensial.  
Hidrolisa merupakan proses masuknya air (H2O) ke dalam suatu senyawa. 
Pada proses hidrolisa kolagen, air akan menyerang ikatan amino dan menghasilkan 
gelatin atau glue. Hidrolisa kolagen menjadi gelatin dilakukan dalam kisaran suhu 
antara 60-90
o
C. Semakin tinggi suhu pada proses hidrolisa, maka reaksi akan 
semakin cepat, tetapi apabila direaksikan pada suhu yang terlalu tinggi maka warna 
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gelatin yang dihasilkan akan semakin gelap karena protein dalam kolagen rusak. 
Reaksi yang dijalankan lebih dari 95
o
C, akan memecah gelatin menjadi semiglutin 
dan hemikolin. Reaksinya adalah sebagai berikut:
34
 
C102H151N31O39 + H2O  C55H83N17O22 + C47H70N14O18 
          Gelatin            Air      Semiglutin           Hemikolin 
Gambar 2.3. Reaksi Pemecahan Gelatin 
F. Dekolagenasi 
Dekolagenasi adalah proses pelepasan kolagen dari ikatannya. Kolagen yang 
terikat dapat didegradasi dengan perlakuan kimia yaitu pelarutan dalam larutan basa 
kuat atau dengan perlakuan biologis. Pada prinsipnya, dekolagenasi dilakukan dengan 
pemberian kondisi basa yang diikuti pemanasan selama rentang waktu tertentu. 
Sebagai basa, banyak dipilih NaOH sebab selain lebih efektif  bahan ini juga relatif 
murah dan mudah didapatkan. Pemberian basa dimaksudkan untuk mendenaturasi 
protein menjadi bentuk primernya yang akan mengendap.
35
 Metode lain dalam proses 
deproteinasi adalah dengan menggunakan mikroorganisme yaitu melalui proses 
fermentasi dengan Bacillus licheniformis dan Aspergillus niger. Bacillus 




Prinsip penghilangan protein dari suatu bahan dapat dilakukan dengan cara 
hidrolisis menggunakan pelarut tertentu. Protein akan terhidrolisis apabila dicampur 
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dengan asam atau alkali kuat atau enzim proteolitik melalui proses pemecahan protein 
secara bertahap menjadi molekul-molekul peptida dan asam-asam amino.
37
 
Tujuan lain dari perebusan dengan NaOH atau zat alkalis (proses 
deproteinasi) pada percobaan pembuatan tepung tulang ikan Kuniran (Upeneus 
moluccensis) adalah untuk membersihkan dari zat-zat organik yang terkandung dalam 
limbah tulang ikan seperti protein, lemak, maupun zat lain yang bisa terdegradasi 
melalui perlakuan ini. Metode deproteinasi bukan hanya terbatas pada perebusan 
dengan NaOH saja akan tetapi ada metode deproteinasi yang lain. Misalnya pada 
penelitian yang dilakukan R Murugan dan kawan-kawan, R. Murugan menggunakan 
proses perlakuan panas dan menggunakan NaCl . Sampel tulang direbus dengan NaCl 
dan selanjutnya dipanaskan suhu tinggi antara 300 °C-900°C.
38
 
Menurut penelitian Fitri Apriani Noor (2012: 2), dekolagenasi pada 
prinsipnya menghilangkan semaksimal mungkin bagian bukan mineral atau bahan 
organik yang terkandung dalam tulang ayam dan memutuskan ikatan antara protein 
non kolagenous-kolagen-mineral. Kolagen mudah mengembang dalam asam atau 
basa. Pengolahan dilakukan menggunakan larutan alkali, salah satu alkali alami yang 
dapat digunakan yaitu filtrat abu sekam padi (FASP). 
G. Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) 
 Spektrofotometer merupakan alat untuk mempelajari interaksi sinar 
elektromagnetik dengan materi. Gelombang elektromagnetik yang digunakan berkisar 
180-800 nm. Energi elektromagnetik akan diubah menjadi besaran listrik dan melalui 
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amplifier akan diubah menjadi besaran yang dapat diamati. Radiasi elektromagnetik 
adalah energi yang digunakan untuk penyerapan dan emisi radiasi magnetik yang 
diteruskan melalui ruang dengan kecepatan luar biasa.
39
 
 Metode SSA berprinsip pada absorpsi cahaya oleh atom. Atom-atom 
menyerap cahaya tersebut pada panjang gelombang tertentu, tergantung pada sifat 
unsurnya. Misalkan natrium menyerap pada 589 nm, uranium pada 358,5 nm, sedang 
kalium pada 766,5 nm. Cahaya pada panjang gelombang ini mempunyai cukup energi 
untuk mengubah tingkat elektronik suatu atom. Transisi elektronik suatu unsur 
bersifat spesifik. Dengan absorpsi energi berarti memperoleh lebih banyak energi, 
suatu atom pada keadaan dasar dinaikkan tingkat energinya ke tingkat eksitasi.
40
 
Metode Spektrofotometri Serapan Atom memiliki beberapa kelebihan yaitu 
kecepatan analisisnya, ketelitiannya, umumnya tidak memerlukan pemisahan 
pendahuluan logam-logam yang diperiksa dan dapat menentukan konsentrasi unsur 
dalam jumlah yang sangat rendah.
41
 Selain kelebihan, metode ini juga memiliki 
kekurangan diantaranya yaitu membutuhkan lampu khusus untuk setiap unsur yang 
akan ditentukan, SSA tidak dapat digunakan secara efektif untuk unsur yang 
menghasilkan oksida bila terkena nyala dan ketika larutan garam-garam logam dibuat 
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Sistem peralatan spektrofotometer serapan atom terdiri atas:
43
  
1. Sumber Sinar 
Sumber sinar yang lazim dipakai adalah lampu katoda berongga (hollow 
cathode lamp). Lampu ini terdiri atas tabung kaca tertutup yang mengandung 
suatu katoda dan anoda. Katoda sendiri berbentuk silinder berongga yang terbuat 
dari logam atau dilapisi dengan logam tertentu. Tabung logam ini diisi dengan gas 
mulia (neon atau argon) denngan tekanan rendah (10-15 torr). 
2. Burner dan Atomizer 
Dalam analisis dengan spektrofotometri serapan atom, sampel yang akan 
di analisis harus diuraikan menjadi atom-atom netral yang masih dalam keadaan 
asas. Ada berbagai macam alat yang dapat digunakan untuk mengubah suatu 





Monokromator dimaksudkan untuk memisahkan dan memilih panjang 
gelombang yang digunakan dalam analisis. Di samping sistem optik, dalam 
monokromator juga terdapat suatu alat yang digunakan untuk memisahkan radiasi 
resonansi dan kontinyu yang disebut dengan chopper. 
4. Detektor 
Detektor digunakan untuk mengukur intensitas cahaya yang melalui 
tempat pengatoman. Ada 2 cara yang dapat digunakan dalam sistem deteksi yaitu: 
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(a) yang memberikan respon terhadap radiasi resonansi dan radiasi kontinyu dan 
(b) yang hanya memberikan respon terhadap radiasi resonansi. 
5. Read Out 
Read Out merupakan suatu alat petunjuk atau dapat juga diartikan sebagai 
sistem pencatatan hasil. Hasil pembacaan dapat berupa angka atau berupa kurva 
dari suatu recorder yang menggambarkan absorbansi atau intensitas emisi. 
H. Spektrofotometer UV-Vis 
Spektrofotometer UV-Vis merupakan salah satu metode dalam kimia analisis 
yang digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif 
maupun kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya. 
Cahaya yang dimaksud dapat berupa cahaya visible, ultra violet dan inframerah 




Spektrofotometer yang sesuai untuk pengukuran di daerah spektrum 
ultraviolet dan sinar tampak terdiri atas suatu sistem optik dengan kemampuan 






                                                 
45Andi Haidir, “Pengukuran Kandungan Fe dalam Paduan AlFeNi Menggunakan 
Pengompleks Amonium Tiosianat dengan Metode Spektrofotometer UV-Vis”,  Seminar Nasional IX 
SDM Teknologi Nuklir (Yogyakarta: Pusat Teknologi Bahan Bakar Nuklir, 2013):  h.133 
46








1. Sumber Cahaya 
Secara umum radiasi yang dihasilkan oleh material berupa sumber listrik 
bertegangan tinggi atau pemanasan listrik. Tegangan listrik akan menyebabkan 
eksitasi elektron pada benda dan waktu elektron kembali ke tingkat energi yang 
lebih rendah akan membebaskan radiasi berupa emisi sejumlah energi tertentu 
tergantung tingkat eksitasinya dan energi radiasi emisi inilah yang digunakan 
sebagai sumber radiasi. Sumber radiasi UV yang digunakan adalah lampu 
Hidrogen (H) atau lampu Deutirium (D). 
2. Monokromator 
Radiasi yang diperoleh dari berbagai sumber radiasi adalah sinar 
polikromatis. Monokromator berfungsi untuk mengurai sinar tersebut menjadi 
monokromatis sesuai yang diinginkan. 
3. Tempat Sampel 
Tempat sampel dikenal juga dengan istilah kuvet. Kuvet ada yang 
berbentuk tabung (silinder) tapi ada juga yang berbentuk kotak. Untuk sinar UV 
digunakan Quarts, sedangkan untuk sinar tampak dapat digunakan gelas biasa 
namun Quarts lebih baik. 
4. Detektor 
Detektor berfungsi untuk mengubah tenaga radiasi menjadi arus listrik 
atau peubah panas lainnya dan biasanya terintegrasi dengan pencatat (printer).  
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A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilakukan pada tanggal 07 September – 18 Desember 2015 di 
Laboratorium Anorganik, Analitik dan Riset Fakultas Sains dan Teknologi UIN 
Alauddin Makassar. 
B. Alat dan Bahan 
Alat dan bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: 
1. Alat 
Adapun alat-alat yang digunakan yaitu Spektrofotometer Serapan Atom 
(SSA) Varian AA240ES, Spektrofotometer UV-Vis Varian Cary 50 Conc, ayakan 
100 mesh,  autoklaf, oven, neraca analitik, pH meter, hot plate, blender, alat-alat 
gelas, termometer 100
o
C, toples kaca, statif dan klem, corong, botol pereksi, rak 
tabung, kasa, kain blacu, spatula, batang pengaduk dan saringan.  
2. Bahan 
Adapun bahan-bahan yang digunakan yaitu aluminium foil, ammonium 
molibdat ((NH4)6MoO24.4H2O), asam nitrat (HNO3) p.a., asam perklorat (HClO4) 
p.a, asam sulfat (H2SO4) p.a, aquabides (H2O), aquades (H2O), besi sulfat hidrat 
(FeSO4.7H2O), kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4), kertas whatman no. 42, 
larutan induk kalsium (Ca) 1000 mg/L, natrium hidroksida (NaOH) 4% dan 







C. Prosedur Kerja 
Prosedur kerja dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Proses Dekolagenasi dan Pembuatan Tepung Tulang 
Tulang paha ayam broiler direbus dan dibersihkan untuk menghilangkan 
sisa daging yang masih menempel. Setelah dibersihkan, dilakukan proses 
penghilangan lemak (degreasing) dengan cara dimasak selama 30 menit pada 
suhu 80
o
C kemudian tulang ditiriskan dan dijemur di bawah sinar matahari 
selama 1 jam. Tulang dipotong dengan ukuran ±2 cm. Tulang ditimbang 
sebanyak 100 g dan direndam dengan larutan natrium hidroksida (NaOH) 4% 
dengan perbandingan berat terhadap volume basa (1:4) selama 48 jam kemudian 
disaring. Tulang kemudian dicuci dengan menggunakan aquabides sampai pH-
nya netral. Perendaman dengan natrium hidroksida (NaOH) 4% bertujuan untuk 
melunakkan tulang dan memisahkan kolagen dari tulang. Proses selanjutnya 
tulang dimasukkan ke dalam autoklaf (121
o
C, 1 atm) selama 3 jam. Fungsi dari 
proses ini untuk mensterilkan tulang dari mikroba. Tulang dikeringkan dalam 
oven dengan suhu 80
o
C selama 24 jam. Tahap akhir proses pembuatan tepung 
tulang adalah pengayakan. Tulang ditepungkan menggunakan blender. Tepung 
yang dihasilkan diayak menggunakan ayakan dengan ukuran 100 mesh agar 
diperoleh tepung tulang yang halus. Mengulangi perlakuan yang sama dengan 





                                                 
1A. Thalib, “Pemanfaatan Tepung Tulang Ikan Madidihang (Thunnus albacares) sebagai 
Sumber Kalsium dan Fosfor untuk Meningkatkan Nilai Gizi Makron Kenari”, Tesis (Bogor: Sekolah 




2. Destruksi Basah dan Pembuatan Larutan Sampel 
Timbang 1 gram tepung tulang ayam kemudian tambahkan 2 mL 
aquabides dan 5 mL asam nitrat (HNO3) p.a, tambahkan aquabides hingga 
volumenya 50 mL. Sampel dipanaskan di atas hotplate sampai volumenya 40 mL. 
Setelah volumenya mencapai 40 mL dan timbul asap berwarna putih, tambahkan 
asam perklorat (HClO4) p.a. sebanyak 1 mL hingga larutan berwarna kuning 
jernih. Panaskan kembali hingga volumenya 20 mL. Saring larutan sampel ke 
dalam labu takar 100 mL dengan kertas whatman no. 42 kemudian volumenya 
ditepatkan sampai tanda batas dengan aquabides dan homogenkan. Simpan dalam 
botol gelap. Melakukan secara duplo. Mengulangi perlakuan yang sama pada 
tepung tulang ayam broiler hasil perendaman dengan variasi waktu 72 dan 96 
jam. 
3. Penentuan Kadar Kalsium (Ca) 
a. Pembuatan Larutan Induk Kalsium (Ca) 1000 mg/L 
Menimbang kalsium karbonat (CaCO3) sebanyak 0,25 g kemudian  
dimasukkan dalam labu takar 100 mL lalu diencerkan dengan aquabides sampai tanda 
batas dan dihomogenkan. 
b. Pembuatan Larutan Deret Standar Kalsium (Ca) 0,0; 10; 20; 40; 80 dan 160 mg/L 
Sebanyak 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 dan 8,0 mL larutan induk kalsium (Ca) 1000 
mg/L dimasukkan dalam labu takar 50 mL lalu diencerkan dengan aquabides sampai 
tanda batas dan dihomogenkan. Kemudian diukur absorbansinya dengan 






c. Penetapan Kadar Kalsium (Ca) dalam Sampel 
Larutan sampel hasil dekstruksi sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam labu 
takar 100 ml dan diencerkan dengan aquabides hingga tanda batas (Faktor 
Pengenceran = 100 mL/10 mL = 10 kali untuk kalsium). Larutan diukur 
absorbansinya dengan spektrofotometer serapan atom pada panjang gelombang 239,9 
nm. 
4. Penentuan Kadar Fosfat (PO4) 
a. Pembuatan Larutan Induk Fosfat 1000 mg/L 
Menimbang 0,1463 g kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) dan dilarutkan 
dalam 100 mL aquabides. Simpan dalam botol gelap. 
b. Pembuatan Larutan Baku Fosfat 100 mg/L 
Memipet 5 mL larutan induk fosfat (PO4) 1000 mg/L ke dalam labu takar 50 
mL lalu diencerkan dengan aquabides sampai tanda batas dan dihomogenkan. 
c. Pembuatan Larutan Baku Fosfat 10 mg/L 
Memipet 5 mL larutan baku fosfat (PO4) 100 mg/L ke dalam labu takar 50 mL 
lalu diencerkan dengan aquabides sampai tanda batas dan dihomogenkan. 
d. Pembuatan Larutan A  
Menimbang ammonium molibdat {(NH4)6MoO24.4H2O} sebanyak 10 g 
ditambah 60 mL aquabides kemudian ditambahkan 28 mL asam sulfat (H2SO4) p.a 








e. Pembuatan Larutan Deret Standar Fosfat 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan 1,0 mg/L 
Sebanyak 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 dan 5,0 mL  larutan baku fosfat 10 mg/L 
dipipet dan masing-masing volume tersebut ditambahkan 2 mL larutan A serta 
aquabides hingga 50 mL. Kemudian diukur absorbansinya dengan menggunakan 
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 660 nm. 
f. Penetapan Kadar Fosfat (PO4) dalam Sampel 
Sebanyak 0,3 mL sampel hasil destruksi dipipet ke dalam tabung reaksi lalu 
ditambahkan 2,7 mL aquabides dan 2 mL larutan A kemudian dihomogenkan (Faktor 
Pengenceran 100 mL/2,5 mL = 40 kali untuk fosfat). Larutan dipipet sebanyak 3 mL 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
Penelitian dilakukan selama 4 bulan dengan mengukur kadar kalsium (Ca) 
dan fosfat (PO4) pada tulang paha ayam broiler (Gallus domesticus) menggunakan 
variasi waktu perendaman 42, 72 dan 96 jam. Berikut ini disajikan tabel dan grafik 
absorbansi kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). 
1. Tabel dan Grafik Kalsium (Ca) 
Absorbansi deret standar kalsium (Ca) diukur dengan menggunakan 
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) dengan panjang gelombang 239,9 nm. 
Berikut disajikan tabel di bawah ini: 
Tabel 4.1 Absorbansi Larutan Standar Kalsium (Ca) 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 0 0 
2 10 0,0078 
3 20 0,0156 
4 40 0,0280 
5 80 0,0561 
6 160 0,1376 
Berdasarkan tabel pengukuran absorbansi larutan standar kalsium (Ca) di 






y = 0.0008x - 0.003 

































Gambar 4.1. Grafik Absorbansi Larutan Standar Kalsium (Ca) 
Analisis kadar kalsium (Ca) pada larutan sampel terhadap tulang paha 
ayam broiler (Gallus domesticus) dilakukan secara duplo. Berikut disajikan tabel 
di bawah ini: 
















1 48 AB1 0,1303 
0,1316 168,25 168165,92 16,8166 
2 48 AB2 0,1329 
3 72 AB1 0,1323 
0,1333 170,375 170323,90 17,0324 
4 72 AB2 0,1343 
5 96 AB1 0,1352 
0,1348 172,25 172215,56 17,2216 





Berdasarkan tabel 4.2 diperoleh kadar kalsium (Ca) tepung tulang paha 
ayam mengalami peningkatan seiring lamanya waktu perendaman oleh larutan 
NaOH. Peningkatan ini disebabkan karena semakin lama waktu perendaman 
dalam larutan NaOH memungkinkan banyaknya kalsium yang mengendap dalam 
matriks-matriks tulang sehingga semakin tinggi pula kalsium (Ca) yang 
dihasilkan. Pada penelitian ini, waktu maksimal untuk memperoleh kadar kalsium 
(Ca) tertinggi yaitu dengan perendaman tulang ayam selama 96 jam. 
2. Tabel dan Grafik Fosfat (PO4) 
Absorbansi deret standar fosfat (PO4) diukur dengan menggunakan 
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 660 nm. Berikut disajikan 
tabel di bawah ini: 
Tabel 4.3 Absorbansi Larutan Standar Fosfat (PO4) 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 0 0 
2 0,2 0,024 
3 0,4 0,0423 
4 0,6 0,0602 
5 0,8 0,0753 
6 1,0 0,0967 
Berdasarkan tabel pengukuran absorbansi larutan standar fosfat (PO4) di 







y = 0.0936x + 0.0029 






























Gambar 4.2. Grafik Absorbansi Larutan Standar Fosfat (PO4) 
Analisis kadar fosfat (PO4) pada larutan sampel terhadap tulang paha 
ayam broiler (Gallus domesticus) dilakukan secara duplo. Berikut disajikan tabel 
di bawah ini: 
















1 48 AB1 0,0332 
0,0335 0,3269 1306,95 0,1307 
2 48 AB2 0,0338 
3 72 AB1 0,0326 
0,0343 0,3355 1341,60 0,1342 
4 72 AB2 0,0360 
5 96 AB1 0,0380 
0,0370 0,3643 1456,91 0,1457 





Hasil penelitian pada tabel 4.4 menunjukkan bahwa lama perendaman 
tulang paha ayam mempengaruhi peningkatan kadar fosfat (PO4). Pada tabel 4.4 
jelas bahwa pengaruh waktu perendaman dengan lama waktu perendaman 48, 72 
dan 96 jam menghasilkan kadar fosfat (PO4) yang berbeda dimana semakin lama 
perendaman maka kadar fosfat (PO4) semakin meningkat. Hal ini membuktikan 
bahwa lama perendaman 96 jam merupakan waktu yang maksimal untuk 
menghasilkan kadar fosfat (PO4) yang dihasilkan melalui dekolagenasi tulang 
ayam dengan menggunakan larutan NaOH. 
B. Pembahasan 
Tulang ayam merupakan salah satu limbah padat yang dapat dimanfaatkan 
sebagai tepung tulang yang kaya akan kalsium (Ca) dan fosfat (PO4). Tulang ayam 
terdiri dari senyawa organik maupun senyawa anorganik yang memiliki banyak 
manfaat. Komponen organik yang utama yaitu protein sedangkan komponen 
anorganik yaitu kalsium, karbonat, potassium, sodium, magnesium, fosfor dan lain-
lain. Tulang ayam yang digunakan pada penelitian ini yaitu tulang ayam broiler 
(Gallus domesticus) bagian paha yang diperoleh dari limbah domestik. 
1. Proses Dekolagenasi 
Penelitian ini diawali dengan pengumpulan tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) sebanyak 300 gram. Tulang tersebut direbus dan dibersihkan 
untuk menghilangkan sisa daging yang masih menempel pada tulang dan untuk 
menghilangkan lemak yang terdapat pada tulang. Selanjutnya dipotong dengan 
ukuran kecil untuk memperluas permukaan tulang agar saat proses dekolagenasi, 
protein yang terdapat dalam tulang mudah keluar. Proses dekolagenasi ini 




dengan variasi waktu perendaman yaitu 48, 72 dan 96 jam. Saat perendaman 
tulang akan terjadi proses hidrolisis dimana larutan natrium hidroksida (NaOH) 
akan menghidrolisis protein dan komponen kolagen yang terdapat dalam tulang.  
Penggunaan basa kuat yaitu natrium hidroksida (NaOH) dalam penelitian 
ini dimaksudkan untuk melarutkan protein dalam tulang karena pada suasana 
basa, kalsium dalam tulang bersama dengan fosfor membentuk kalsium fosfat. 
Kalsium fosfat adalah kristal mineral yang memiliki sifat tidak larut pada pH 
alkali (Almatsier, 2004). Kalsium yang tidak larut selama perendaman akan 
tertinggal dan mengendap dalam matriks-matriks tulang sehingga mampu 
meningkatkan proporsi kalsium dalam tepung tulang. Berikut reaksi hidrolisis 





(aq)       Ca3(PO4)2(aq) 
Gambar 4.4. Reaksi Pembentukan Kalsium Fosfat 
(Sumber: Darmayanto, 2009) 
Selanjutnya tulang dicuci dengan menggunakan air suling. Pencucian ini 
bertujuan untuk menetralkan tulang agar saat pembacaan pada alat instrumen 
tidak merusak alat. Proses penetralan ini berlangsung selama ±1 bulan. Lamanya 
penetralan ini dipengaruhi oleh larutan NaOH yang digunakan merupakan basa 
kuat sehingga untuk mencapai pH netral (6,5-7,5) dibutuhkan waktu yang cukup 
lama. Tahap selanjutnya yaitu autoklaf selama 3 jam (T= 121
o
C, P= 1 atm) untuk 
mensterilkan tulang dari mikroba dan melunakkan tulang. Pengeringan tulang 
dalam oven selama 24 jam pada suhu 80
o
C berfungsi untuk menghilangkan kadar 




dimana tulang diblender untuk memudahkan saat proses pengayakan dan diayak 
dengan ayakan ukuran 100 mesh agar tepung tulang yang dihasilkan halus. 
2. Destruksi Basah 
Destruksi merupakan suatu perlakuan pemecahan senyawa menjadi unsur-
unsurnya sehingga dapat dianalisis. Istilah destruksi ini disebut juga perombakan, 
yaitu dari bentuk organik logam menjadi bentuk logam-logam anorganik. Pada 
penelitian ini, asam-asam pengoksidasi yang digunakan untuk mendestruksi 
tepung tulang yaitu asam nitrat (HNO3) dan asam perklorat (HClO4). Tujuan dari 
proses destruksi ini yaitu untuk memutuskan ikatan unsur logam dengan 
komponen lain dalam matriks sehingga unsur tersebut berada dalam keadaan 
bebas sebab kandungan matriks atau ion-ion lain dapat mengganggu proses 
analisis logam dengan spektroskopi serapan atom. Hal ini mengakibatkan akurasi 
hasil analisis menjadi rendah. Oleh karena itu, sebelum analisis dilakukan 
destruksi untuk menghilangkan/memisahkan kandungan ion lain, dengan 
perlakuan awal diharapkan kesalahan pada saat analisis dapat dikecilkan 
seminimal mungkin (Kristianingrum, 2012: 96). Penambahan asam nitrat (HNO3) 
berfungsi sebagai pengoksidasi logam yang terdapat dalam sampel tepung tulang. 
Selain asam nitrat (HNO3) juga digunakan asam lain yaitu asam perklorat 
(HClO4) yang merupakan oksidator yang sangat kuat. Fungsi dari asam ini yaitu 
untuk menyempurnakan penguraian dan menghilangkan zat-zat pengotor pada ion 
logam yang terdapat dalam sampel sehingga tidak ada lagi zat-zat pengotor yang 
mengganggu saat proses analisis. 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka diperoleh hasil yaitu 




perendaman 72 jam sebesar 170323,90 mg/kg dan pada perendaman 96 jam 
sebesar 172215,56 mg/kg. Sedangkan kadar fosfat (PO4) yang diperoleh yaitu 
pada perendaman 48 jam sebesar 1306,95 mg/kg, pada perendaman 72 jam 












Kesimpulan yang dapat ditarik pada penelitian ini yaitu sebagai berikut: 
1. Kadar kalsium (Ca) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer Serapan 
Atom (SSA) yaitu pada perendaman 48 jam menghasilkan kadar kalsium (Ca) 
sebesar 168165,92 mg/kg, pada perendaman 72 jam sebesar 170323,90 mg/kg 
dan pada perendaman 96 jam sebesar 172215,56 mg/kg. 
2. Kadar fosfat (PO4) yang terdapat dalam limbah tulang paha ayam broiler 
(Gallus domesticus) dengan menggunakan metode Spektrofotometer UV-Vis 
yaitu pada perendaman 48 jam menghasilkan kadar fosfat (PO4) sebesar 
1306,95 mg/kg, pada perendaman 72 jam sebesar 1341,60 mg/kg dan pada 
perendaman 96 jam sebesar 1456,91 mg/kg. 
3. Waktu perendaman tulang paha ayam broiler (Gallus domesticus) oleh 
natrium hidroksida (NaOH) berpengaruh terhadap kadar kalsium (Ca) dan 
fosfat (PO4) karena semakin lama tulang ayam broiler (Gallus domesticus) 










Saran yang dapat disampaikan oleh peneliti yaitu: 
1. Untuk peneliti selanjutnya sebaiknya meningkatkan variasi waktu perendaman 
lebih dari 96 jam untuk mendapatkan waktu perendaman yang optimal. 
2. Diharapkan untuk peneliti selanjutnya menganalisis kadar kalsium karbonat 
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Tulang paha ayam 
broiler 
Dekolagenasi 
menggunakan NaOH 4% 
Tepung tulang ayam broiler 




Destruksi basah tepung tulang 
ayam broiler 













- Direbus dan dibersihkan dari sisa daging yang  menempel. 
- Dimasak selama 30 menit pada suhu 80oC lalu ditiriskan 
dan dijemur selama 1 jam. 
- Dipotong dengan ukuran ±2 cm. 
- Ditimbang sebanyak 100 g dan direndam dengan larutan 
NaOH 4% dengan perbandingan berat terhadap volume 




- Dicuci dengan menggunakan aquabides sampai 
pH netral. 
- Dimasukkan ke dalam autoklaf (121oC, 1 atm) 
selama 3 jam. 
- Dikeringkan dalam oven dengan suhu 80oC 
selama 24 jam. 
- Ditepungkan dengan blender. 




Catatan: dilakukan pengulangan yang sama dengan variasi waktu perendaman 72   
    dan 96 jam. 
 
 
Tulang paha ayam 
broiler 
Filtrat Residu 









- Ditimbang 1 gram. 
- Ditambahkan 2 mL aquabides dan 5 mL asam nitrat (HNO3) 
p.a. 
- Ditambahkan aquabides hingga volumenya 50 mL.  
- Sampel dipanaskan sampai volumenya 40 mL. 
- Ditambahkan asam perklorat (HClO4) p.a. sebanyak 1 mL. 
- Dipanaskan kembali hingga volumenya 20 mL. 
- Larutan sampel disaring ke dalam labu takar 100 mL dengan 
kertas whatman no. 42 kemudian volumenya ditepatkan sampai 
tanda batas dengan aquabides dan dihomogenkan. 
- Filtrat ditempatkan dalam botol gelap. 
- Melakukan secara duplo. 
- Mengulangi perlakuan yang sama pada tepung tulang ayam 























- Dipipet 10 mL dan dimasukkan dalam labu takar 100 mL. 
- Ditambahkan aquabides dan dihimpitkan sampai tanda 
batas. 
- Diencerkan dengan faktor pengenceran 100 mL/10 mL = 
10 kali untuk kalsium. 
- Diukur absorbansinya dengan Spektrofotometer Serapan 
















Larutan sampel  
(hasil destruksi) 









- Dipipet sebanyak 0,3 mL. 
- Ditambahkan 2,7 mL aquabides. 
- Ditambahkan 2 mL larutan A. 
- Larutan dihomogenkan. 
- Diencerkan dengan faktor pengenceran 100 mL/2,5 mL = 
40 kali untuk fosfat. 
- Larutan dipipet sebanyak 3 mL ke dalam kuvet. 
- Diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis 















Larutan sampel hasil 
destruksi 




Lampiran 6. Pembuatan Larutan Induk Kalsium (Ca) 1000 mg/L 
 
Mr CaCO3  = [(1 x Ar Ca) + (1 x Ar C) + (3 x Ar O)] g/mol 
 = [(1 x 40) + (1 x 12) + (3 x 16)] g/mol 
 = (40 + 12 + 48) g/mol 
















1000 mg/L =  
40 x Berat Sampel
10 L
  
Berat Sampel = 
1000 mg/L x 10 L
40
  
Berat Sampel = 250 mg 
Berat Sampel = 0,25 g 
 
Keterangan: 
Mr : Massa molekul relatif (g/mol) 










Lampiran 7. Pembuatan Larutan Standar Kalsium (Ca) 
 
 
a. Larutan 10 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 10 ppm 
        V1 = 
50 mL x 10 ppm
1000 ppm
  = 0,5 mL 
b. Larutan 20 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 20 ppm 
        V1 = 
50 mL x 20 ppm
1000 ppm
  = 1,0 mL 
c. Larutan 40 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 40 ppm 
      V1 = 
50 mL x 40 ppm
1000 ppm
  = 2,0 mL 
d. Larutan 80 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 80 ppm 
      V1 = 
50 mL x 80 ppm
1000 ppm




e. Larutan 160 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 160 ppm 
                    V1 = 
50 mL x 160 ppm
1000 ppm
  = 8,0 mL 
 
Keterangan: 
V1 : Volume awal (mL) 
C1 : Konsentrasi awal (ppm) 
V2 : Volume akhir (mL) 
















Lampiran 8. Penentuan Nilai Slope, Intersep, Persamaan Garis Lurus,                   












1 0 0 0 0 0 
2 10 0,0078 100 0,00006084 0,078 
3 20 0,0156 400 0,00024336 0,312 
4 40 0,0280 1600 0,000784 1,12 
5 80 0,0561 6400 0,00314721 4,488 
6 160 0,1376 25600 0,01893376 22,016 
∑n=6 ∑x=310 ∑y=0,2451 ∑x2=34100 ∑y2=0,02316917 ∑xy=28,014 
 
1. Penentuan Nilai Slope (a) 
Diketahui: n     = 6 
Σx   = 310 
Σy   = 0,2451 
Σx2  = 34100 
Σxy = 28,014 
a     = 
𝐧 ∑ 𝐱𝐲− ∑ 𝐱 ∑ 𝐲
𝐧 ∑ 𝐱𝟐− (∑ 𝐱)𝟐
  
 = 
6 (28,014) −(310) (0,2451) 
6 (34100) − (310)2
  
 = 







 = 0,0008488756 




2. Penentuan Nilai Intersep (b) 
 b  = 
(∑ y)(∑ x2)− (∑ x)(∑ xy)














 = -0,0030086 
 = -0,003 
 
3. Penentuan Persamaan Garis Lurus 
Diketahui: a = 0,0008 
b = -0,003  
y = ax + b 
y = 0,0008x – 0,003 
 
4. Perhitungan Konsentrasi Kalsium (Ca) dalam Sampel 
 𝐲 = 𝐚𝐱 + 𝐛 
Keterangan:  y = absorban         
    a = slope         
    x = konsentrasi 




a. Sampel 48 AB 
y1 = ax1 + b 
0,1316 = 0,0008x1 - 0,003 
       x1 = 
0,1316 + 0,003 
0,0008
 = 168,25 mg/L 
Ca = 
C x V x fp
B
 
             = 
168,25 mg/L x 0,1 L x 10 
1,0005 g
  




      = 168165,92 mg/kg 







      = 16,8166% 
b. Sampel 72 AB 
y2 = ax2 + b 
0,1333 = 0,0008x2 - 0,003 
       x2 = 
0,1333 + 0,003 
0,0008
 = 170,375 mg/L 
Ca = 
C x V x fp
B
 
             = 










      = 170323,90 mg/kg 







     = 17,0324%  
c. Sampel 96 AB 
y3 = ax3 + b 
0,1348 = 0,0008x3 - 0,003 
       x3 = 
0,1348 + 0,003 
0,0008
 = 172,25 mg/L 
Ca = 
C x V x fp
B
 
             = 
172,25 mg/L x 0,1 L x10 
1,0002 g
  




     = 172215,56 mg/kg 














C : Konsentrasi (mg/L) 
V : Volume sampel (L) 
fp : Faktor pengenceran 
B : Berat sampel (kg) 
 
5. Perhitungan Nilai Regresi 
R = 
n  ∑ xy− ∑ x ∑ y
√{(n ∑ x2)− (∑ x)2}{(n ∑ y2)− (∑ y)2}
  
    = 
6 ,28,014 − 310 ,0,2451 
√{[6(34100)]− (310)2}{[6(0,02316917)]− (0,2451)2}
  
    = 
168,084−75,981
√{(204600)− (96100)}{(0,13901502)− (0,06007401)}
   












    = 0,9951938 
R
2
 = 0,9904107 





Lampiran 9. Pembuatan Larutan Induk Fosfat (PO4) 1000 mg/L 
Mr PO4  = [(1 x Ar P) + (4 x Ar O)] g/mol 
 = [(1 x 31) + (4 x 16)] g/mol 
 = (31 + 64) g/mol 
 = 95 g/mol 
 
Mr KH2PO4  = [(1 x Ar K) + (2 x Ar H) + (1 x Ar P) + (4 x Ar O)] g/mol 
 = [(1 x 39) + (2 x 1) + (1 x 31) + (4 x 16)] g/mol 
 = (39 + 2 + 31 + 64) g/mol 
















1000 mg/L =  
95 x Berat Sampel
13,9 L
  
Berat Sampel = 
1000 mg/L x 13,9 L
95
  
Berat Sampel = 146,3158 mg 







Lampiran 10. Pembuatan Larutan Baku 100 mg/L dan Larutan Baku 10 mg/L 
 
1. Larutan Baku 100 mg/L 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 1000 ppm = 50 mL x 100 ppm 
                      V1 = 
50 mL x 100 ppm
1000 ppm
  = 5 mL 
 
2. Larutan Baku 10 mg/L 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 100 ppm = 50 mL x 10 ppm 
                    V1 = 
50 mL x 10 ppm
100 ppm














Lampiran 11. Pembuatan Larutan Standar Fosfat (PO4) 
 
a. Larutan 0,2 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 10 ppm = 50 mL x 0,2 ppm  
     V1 = 
50 mL x 0,2 ppm
10 ppm
  = 1 mL 
b. Larutan 0,4 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 10 ppm = 50 mL x 0,4 ppm 
     V1 = 
50 mL x 0,4 ppm
10 ppm
  = 2 mL 
c. Larutan 0,6 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 10 ppm = 50 mL x 0,6 ppm 
     V1 = 
50 mL x 0,6 ppm
10 ppm
  = 3 mL 
d. Larutan 0,8 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 10 ppm = 50 mL x 0,8 ppm 
     V1 = 
50 mL  x 0,8 ppm
10 ppm





e. Larutan 1,0 ppm 
V1 x C1 = V2 x C2 
V1 x 10 ppm = 50 mL x 1,0 ppm 
     V1 = 
50 mL x 1,0 ppm
10 ppm































Lampiran 12. Penentuan Nilai Slope, Intersep, Persamaan Garis Lurus,              












1 0 0 0 0 0 
2 0,2 0,024 0,04 0,000576 0,0048 
3 0,4 0,0423 0,16 0,001789 0,01692 
4 0,6 0,0602 0,36 0,003624 0,03612 
5 0,8 0,0753 0,64 0,00567 0,06024 
6 1 0,0967 1 0,009351 0,0967 
n=6 ∑x=3 ∑y=0,2985 ∑x2=2,2 ∑y2=0,02101 ∑xy=0,21478 
1. Penentuan Nilai Slope (a) 
Diketahui: n     = 6 
Σx   = 3 
Σy   = 0,2985 
Σx2  = 2,2 
Σxy = 0,21478 
a  = 
𝐧 ∑ 𝐱𝐲− ∑ 𝐱 ∑ 𝐲
𝐧 ∑ 𝐱𝟐− (∑ 𝐱)𝟐
  
 = 
6 (0,21478) −(3) (0,2985) 
6 (2,2) − (3)2
  
 = 







 = 0,0936143 




2. Penentuan Nilai Intersep (b) 
b  = 
(∑ y)(∑ x2)− (∑ x)(∑ xy)














 = 0,0029429 
 = 0,0029 
 
3. Penentuan Persamaan Garis Lurus 
Diketahui: a = 0,0936 
      b = 0,0029  
y = ax + b 
y = 0,0936x + 0,0029 
 
4. Perhitungan Konsentrasi Fosfat (PO4) dalam Sampel 
 𝐲 = 𝐚𝐱 + 𝐛 
Keterangan:  y = absorban         
    a = slope          
    x = konsentrasi 




a. Sampel 48 AB 
y1 = ax1 + b 
0,0335 = 0,0936x1 + 0,0029 
       x1 = 
0,0335−0,0029 
0,0936
 = 0,3269 mg/L 
PO4 = 
C x V x fp
B
 x 100% 
               = 
0,3269 mg/L x 0,1 L x 40 
1,0005 g
  




           = 1306,95 mg/kg 







                    = 0,1307%  
b. Sampel 72 AB 
y2 = ax2 + b 
0,0343 = 0,0936x2 + 0,0029 
       x2 = 
0,0343−0,0029 
0,0936
 = 0,3355 mg/L 
PO4 = 
C x V x fp
B
 x 100% 
               = 










        = 1341,60 mg/kg 







         = 0,1342% 
c. Sampel 96 AB 
y3 = ax3 + b 
0,0370 = 0,0936x3 + 0,0029 
       x3 = 
0,0370−0,0029 
0,0936
 = 0,3643 mg/L 
PO4 = 
C x V x fp
B
  
               = 
0,3643 mg/L x 0,1 L x40 
1,0002 g
 




       = 1456,91 mg/kg 














5. Perhitungan Nilai Regresi 
R = 
n  ∑ xy− ∑ x ∑ y
√[(n ∑ x2)− (∑ x)2][(n ∑ y2)− (∑ y)2]
  
    = 
6 (0,21478) −(3) (0,2985) 
√{[6(2,2)]− (3)2}{[6(0,02101)]− (0,2985)2}
  
    = 
1,28868−0,8955
√{(13,2)− (9)}{(0,12606)− (0,0891023)}
   


























Lampiran 13. Dokumentasi Penelitian 
 
A. Preparasi Sampel 
   
1) Pengumpulan sampel 2) Perebusan sampel untuk 3) Proses pelepasan sisa- 
limbah tulang ayam      menghilangkan kaldu      sisa daging yang 
                                                dan minyak                  menempel      
 
        
4) Perebusan tulang pada            5) Penjemuran tulang di bawah terik matahari                
suhu 80ºC        selama 1 jam 
 
   
6) Pemotong dan peng-             7) Penimbang sampel  8) Sampel tulang untuk             





B. Pembuatan Pereaksi Natrium Hidroksida (NaOH) 4% 
   
1) Penimbangan padatan      2) Proses melarutkan NaOH     3) Pereaksi NaOH 4% 
NaOH p.a                dengan aquabides 
 
C. Proses Dekolagenasi 
         
1) Perendaman tulang dengan pereaksi NaOH 4%     2) Proses pemisahan kolagen 
        dan tulang (48 jam) 
 
              
3) Pemisahan kolagen   4) Pemisahan kolagen          5) Kolagen yang terbentuk   




        
6) Penetralan sampel     7) Penetralan sampel      8) Penetralan sampel  
 (48 jam)                      (72  jam)                 (96 jam)      
 
D. Pengeringan dan Pengayakan Sampel 
  
1) Proses autoklaf selama 3 jam      2) Proses pengeringan dengan oven 
         selama 24 jam 
 
   
3) Proses menghaluskan  4) Pengayakan sampel   5) Sampel yang telah  
  sampel dengan blender           dengan ayakan 100 mesh         di ayak untuk tiga 





E. Proses Destruksi (secara Duplo untuk Tiap Variasi Waktu) 
   
1) Penimbangan sampel 2) Proses destruksi sampel   3) Penyaringan sampel 
(48 AB)       (48 AB)         (48 AB) 
 
   
4) Penimbangan sampel 5) Proses destruksi sampel   6) Penyaringan sampel 
(72 AB)       (72 AB)          (72 AB) 
 
   
7) Penimbangan sampel 8) Proses destruksi sampel   9) Penyaringan sampel 





   
 10) Sampel hasil destruksi yang telah disaring dihimpitkan dalam labu takar 100 mL 
 






   
1) Larutan sampel kalsium (Ca) tulang ayam broiler untuk tiga variasi siap dianalisis  
 dengan SSA 
 
      
2) Larutan standar kalsium (Ca) siap        3) Proses analisis larutan standar dan 
          dianalisis dengan SSA                                     sampel kalsium (Ca) dengan alat   






G. Analisis Fosfat (PO4) 
   
1) Penimbangan KH2PO4 2) Larutan induk 1000 ppm 3) Larutan baku 100 ppm 
sebanyak 0,4485 gram 
 
         
4) Larutan baku 10 ppm        5) Penimbangan ammonium 6) Penimbangan besi 
molibdat sebanyak 10 gram     sulfat anhidrat    
    sebanyak 5,0001 gram 
 
     
 7) Campuran bahan yang             8) Bahan di telah dicampur 
      telah ditimbang        dihimpitkan sebagai  




   
9) Larutan standar fosfat (PO4) siap                10) Larutan sampel fosfat (PO4) 
    dianalisis dengan alat spektrofotometer          tulang ayam broiler 
    UV-VIS 
 
  
11) Larutan sampel fosfat (PO4) hasil            12) Proses analisis larutan standar dan  
       pengenceran 40 siap dianalisis dengan        sampel fosfat (PO4) dengan alat  
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